Fisiologia da germinação in vitro, embriogênese somática e conservação ex situ de babaçu (Attalea speciosa Mart. ex Spreng) by Saleh, Emília Ordones Lemos
UnB – Instituto de Biologia  










Fisiologia da germinação in vitro, embriogênese somática e conservação ex 
situ de babaçu (Attalea speciosa Mart. ex Spreng) 
 
 
















Brasília, 2016  
ii 
 
UnB – Instituto de Biologia  










Fisiologia da germinação in vitro, embriogênese somática e conservação ex 








Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Botânica da UnB como requisito à 
obtenção do título de Doutor. 
 
 


























Ficha catalográfica elaborada automaticamente, 





















SALEH, EMILIA O L 
Fisiologia da germinação in vitro, embriogênese 
somática e conservação ex situ de babaçu (Attalea 
speciosa Mart. ex Spreng) / EMILIA O L SALEH; 




Tese (Doutorado - Doutorado em Botânica) -- 
Universidade de Brasília, 2016. 
 
1. Arecaceae. 2. armazenamento de semente. 3. 
embrião zigótico. 4. embrião somático. 5. perfil 
metabólico. I. SCHERWINSKI-PEREIRA, JONNY E, orient. 
II. Título. 
  
Folha de Aprovação 
 
 
Tese de Doutorado apresentada por Emília Ordones Lemos Saleh, com o título: Fisiologia da 
germinação in vitro, embriogênese somática e conservação ex situ de babaçu (Attalea 
speciosa Mart. ex Spreng) ao Programa de Pós-Graduação em Botânica da UnB como 
requisito à obtenção do título de Doutor. 
 
A Tese foi aprovada em sua forma final pela comissão julgadora instituída pelo Programa de 
Pós-Graduação em Botânica da UnB. 
 





Dr. Jonny Everson Scherwinski-Pereira (Presidente) 
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia 




Dra. Cristiane da Silva Ferreira (Membro interno) 




Dra. Sarah Cristina C. Oliveira (Membro interno) 




Dr. João Batista Teixeira (Membro externo) 




Dra. Vanessa Cristina Stein (Membro externo) 




Dra. Regina Beatriz Bernd (Membro externo, Suplente) 






Ao meu pai, Saleh, meu maior incentivador, 
Ao Carlos, meu apoio incondicional 
























 A Deus, em primeiro lugar, porque sem Ele nada seria possível. 
 A meu orientador, Jonny Everson Scherwinski-Pereira, que me acolheu como aluna de 
pós-graduação em seu laboratório, me orientou e me auxiliou de forma contínua ao longo 
deste período.  
A todos os professores do PPG-Botânica da UnB, àqueles que contribuíram de alguma 
forma nesse processo, seja durante as disciplinas ou durante as etapas de defesa do projeto e 
de qualificação. Especialmente ao professor Thomas C. R. Williams, pelo auxílio fundamental 
nas análises bioquímicas e aos professores do estágio de docência: Cristiane da Silva Ferreira, 
Sarah Cristina Caldas Oliveira e Antônio Carlos Torres.  
Aos técnicos dos laboratórios de Anatomia: Jéssika Paula S. Vieira, de Bioquímica: 
Juliana Bezerra de Melo e de Fisiologia Vegetal: Fábio Nakamura. Às secretárias da PPG-
Botânica, particularmente Sarah Lee. 
Aos colegas de pós-graduação do PPG-Botânica, com quem convivi, mesmo que 
brevemente, ao longo do período relativo ao Doutorado, especialmente Silvia D. da Costa 
Fernandes, Angélica Gaag, Nayra Bomfim, Thiago Moreira e Estela Andrade. 
A todos os alunos de graduação e pós-graduação que passaram pelo Laboratório de 
Cultura de Tecidos II (LCT II) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, dentre os 
quais: Daiane G. Ribeiro, Elínea Oliveira, Fernanda Furlan, Filipe Sathler, Giuliano Frugeri, 
Glória Almeida, Hugo Gomes, Inaê Mariê A. Silva, Leandro Gomes, Luanna Pena, Luciana 
Lacerda, Nero Carlos, Patrícia Bartos, Paulo César, Rafaela Liz, Raphael F. Almeida, Rayssa 
Archeti, Samanta Campos, Stênio Steferson, Talita Balzon e Tatiane Monteiro, a quem 
agradeço pelo constante ambiente de amizade e coleguismo.  
Agradeço a Filipe Sathler pela confecção das pranchas e ao Dr. Nelson Oliveira pelo 
auxílio com as análises estatísticas. 
Agradeço especialmente às minhas amigas (que se auto-denominam “Luluzinhas”): 
Gabriela Nogueira, Jaqueline Vasconcelos, Jenifer Nogueira e Zanderluce Gomes Luis que 
me auxiliaram nos aspectos técnicos e profissionais relativos à pesquisa, e, principalmente, 
nos aspectos pessoais, ajudando a superar todos os desafios inerentes ao Doutorado. 
Ao André Xavier de Souza, analista do LCT II, pelo pronto auxílio e paciência ao 
longo desses mais de quatro anos. 
iv 
 
Ao Dr. João Batista Teixeira, por suas inúmeras contribuições a esta pesquisa que, 
durante a avaliação do projeto e dos resultados parciais, sem hesitar, colocou à nossa 
disposição sua enorme experiência em cultura de tecidos. 
Aos pesquisadores Marcelo M. Cavallari, da EMBRAPA Cocais, em São Luís-MA, e 
Paulo C. C. Fernandes, da EMBRAPA Meio Norte, em Teresina-PI, pelo fornecimento das 
sementes para os experimentos; e às quebradeiras de coco babaçu do Piauí e do Maranhão. 
À EMBRAPA e à UnB, instituições cuja parceria permitiu que esse trabalho fosse 
realizado. 
À Universidade Estadual do Piauí (UESPI), minha casa, de onde sempre tive total 
apoio para alçar voos mais altos e aos meus colegas de profissão e amigos que sempre 
acreditaram em mim. 
À Fundação de Amparo à pesquisa do Estado do Piauí (FAPEPI) pela concessão da 
bolsa de Doutorado. 
À minha família de Minas Gerais: meus pais, Saleh e Aparecida, minhas irmãs, 
cunhados e queridos sobrinhos e à minha família do Piauí: minha sogra, D. Antônia, minhas 
cunhadas, cunhados, sobrinhos queridos e minhas afilhadas do coração. Agradeço a 
compreensão pela longa ausência, pelos raros telefonemas e conversas.  
Por último, porém não menos importante, agradeço ao Carlos, meu marido e 
companheiro e a João Pedro e Maria Carolina, meus filhos, por terem vivenciado comigo esta 
jornada, com tudo o que ela traz de bom e de ruim. 








O babaçu (Attalea speciosa Mart ex Spreng) é uma palmeira oleaginosa nativa do 
Brasil, fonte de diversas matérias-primas para as indústrias cosmética e alimentícia, de cujas 
amêndoas se extrai um óleo com amplas aplicações, inclusive para a produção de biodiesel, 
além de ser importante para as populações das regiões Norte e Nordeste. Os estudos básicos 
relativos à germinação, à regeneração e à conservação desta palmeira são essenciais para 
ajudar a compreender aspectos reprodutivos deste importante recurso genético. Este trabalho 
teve por objetivo estudar a germinação in vitro de Attalea speciosa, considerando os aspectos 
fisiológicos, morfo-anatômicos e bioquímicos, determinar um protocolo de embriogênese 
somática a partir de embriões zigóticos e determinar o comportamento de armazenamento das 
sementes, bem como as melhores condições de conservação ex situ. A biologia reprodutiva de 
babaçu foi investigada quanto aos aspectos fisiológicos, morfológicos, bioquímicos e 
metabólicos da germinação in vitro. O crescimento e desenvolvimento do cotilédone e da 
plântula foram avaliados durante 0, 7, 14, 21, 30, 45, 90 e 120 dias de cultivo in vitro. As 
massas fresca e seca e o comprimento das estruturas da plântula foram determinados ao longo 
do período de germinação. Verificou-se que a germinação ocorreu lentamente, com o 
crescimento contínuo do cotilédone até os 45 dias, período a partir do qual surgiram os 
catafilos e o eófilo, seguidos da raiz primária. A análise do perfil metabólico e dos ácidos 
graxos permitiu confirmar que proteínas e lipídios são as principais reservas utilizadas pelo 
cotilédone no início da germinação, quando são degradados, liberando aminoácidos, glicerol e 
ácidos graxos livres. Visando reproduzir vegetativamente a espécie, o primeiro protocolo para 
embriogênese somática foi desenvolvido, a partir de embriões zigóticos. O meio de cultivo de 
MS com sais e vitaminas foi utilizado como meio básico, acrescido de L-glutamina (0,5 g.L
-
1




e sacarose (30 g.L
-1
) e de auxinas para indução de calos primários e 
embriogênicos. A concentração de 2,5 mg.L
-1 
de 2,4-D, em meio básico, sem adição de carvão 
ativado, permitiu a formação de embriões somáticos em 80% dos calos embriogênicos e levou 
à obtenção o maior número de embriões formados por calo, após seis meses de indução. Em 
meio sem auxina, os embriões somáticos obtidos foram diferenciados, maturados e 
convertidos em plantas completas ao final de 12 meses. A conservação de sementes de Attalea 
speciosa com 5% de umidade foi testada em quatro temperaturas (-196 °C, -20 °C, 6 °C e 25 
°C) e quatro períodos de armazenamento (0, 90, 180 e 360 dias). Os testes de germinação pós-
conservação foram realizados a partir do resgate e cultivo dos embriões zigóticos in vitro. 
Verificou-se uma queda significativa nas taxas de germinação nos materiais mantidos na 
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temperatura de 25 °C após 360 dias. Os resultados obtidos com esse trabalho sugerem que, 
por tolerar dessecação abaixo de 5% e conservação a baixas temperaturas (-196 °C, -20 °C), 
situações nas quais não houve redução nas taxas de germinação, as sementes de Attalea 
speciosa apresentem um comportamento de armazenamento ortodoxo. Os resultados aqui 
apresentados são os primeiros dados de perfil metabólico relatados para o embrião durante a 
germinação de uma palmeira, além de ser o primeiro protocolo desenvolvido para 
embriogênese somática e determinação do comportamento de armazenamento e condições de 
conservação para Attalea speciosa. 
 
Palavras chaves: Arecaceae, armazenamento de semente, embrião zigótico, embrião 









The babassu (Attalea speciosa Mart ex Spreng) is a native oleaginous palm from 
Brazil, source of many raw materials to food and cosmetic industries, from whose seeds can 
be extracted an oil with many applications, including the production of biofuel and that, 
besides, is important for the people who live in North and Northeast regions of the country. 
Basic studies concerning the germination, regeneration and conservation of this palm tree are 
essential to the comprehension of reproductive aspects of this important genetic resource. The 
reproductive biology of the babassu was investigated in studies approaching physiological, 
morphological, biochemical and metabolic aspects of the in vitro germination. Growth and 
development of cotyledon and of seedling structures were evaluated during 0, 7, 14, 21, 30, 
45, 90 and 120 days of in vitro culturing. Fresh and dry masses and the length of seedling 
structures were stablished along the germination time. It was found that the germination 
occurred slowly, with the continuous growth of the cotyledon until 45 days, moment from 
which the cataphylls and the eophyll emerged, followed by the primary root. The metabolite 
profile and fatty acids analysis allowed the confirmation that proteins and lipids are the main 
reserve used by the cotyledon in the beginning of the germination, when they are degraded, 
releasing amino acids, glycerol and free fatty acids. Attempting to the vegetative reproduction 
of the specie resulted in the development of the first protocol for the somatic embryogenesis, 
from zygotic embryos. The MS culture medium with salts and vitamins was used as basic 
medium, complemented with L-glutamine (0.5 g.L-1), L-cysteine (0.1 g.L-1), sucrose (30 
g.L-1) and auxins for the primary and embryogenic callus induction. The 2,4-D concentration 
of 2.5 mg.L
-1
, on basic medium, without activate charcoal, allowed the formation of somatic 
embryos on 80% of the embryogenic calli and the achievement of the greatest number of 
somatic embryos per callus, after six months of induction. The somatic embryos obtained 
were differentiated, maturated and converted to full plants on a medium without auxins, after 
12 months. The seed conservation of Attalea speciosa, with 5% of water content was tested 
under four temperatures (-196 °C, -20 °C, 6 °C e 25 °C) and four periods of conservation time 
(0, 90, 180 e 360 days). The germination tests post-conservation were made from the zygotic 
embryo rescue and culturing in vitro. There was a significate reduction on the germination 
rates from the materials that were kept on the temperature of 25 °C after 360 days. The results 
achieved from this work imply that, tolerating desiccation below 5% of humidity and 
conservation under low temperatures (-196 °C, -20 °C), situations where there was no 
reduction on the germination rates, the Attalea speciosa seeds show a storage behavior 
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orthodox. The results presented here are the first data of metabolite profile for a palm embryo 
during germination, besides, this is the first somatic embryogenesis protocol and a reliable 
determination of the storage behavior and of conservation conditions for Attalea speciosa. 
 
Key-words: Arecaceae, metabolite profile, orthodox, seed storage behavior, somatic embryo, 
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III. Lista de Abreviaturas 
 
2,4-D   ácido 2, 4-diclorofenoxiacético 
2iP   2-isopenteniladenina   
6-BA  6-benziladenina  
ABA   ácido abscísico  
AG   ácido giberélico 
AIA   ácido 3-indol-acético  
AIB   ácido indol-butírico 
ANA   ácido naftaleno acético  
CA   carvão ativado 
DW  massa seca  
do inglês: dry weight 
ES   embriogênese somática  
EZ   embrião zigótico 
GA   giberelina 
GC/MS  cromatografia a gás acoplada à espectrometria de massa 
do inglês: Gas-chromatography–mass-spectrometry  
KIN   cinetina  
LEA   proteínas de embriogênese tardia  
do inglês: late embryogenesis abundant  
MSTFA N-Metil-N-(Trimethilsilil)trifluoroacetamida 
NE   não embriogênico 
Picloram  ácido 4-amino-3,5,6-tricloropicolínico  
TCPP  tris-2-clorometil fosfato  
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